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1 Uvod

Vino je nejrozsifengjsi alkoholicky napoj na svété. Vyskytuje se v podstaté na
vsech kontinentech a dovolim si fici, Ze je to také nejoblibengjsi alkoholicky napoj. Jeho
konzumace se vyznaCuje snad az pfehnanou uctou a déni kolem je vzdy vyplnéno
spoustou informaci, které casto popisuji, jak vino vznikalo, co za problémy se vyskytlo,

ale jak se nakonec vse dobfte podafilo.

Pro¢ tomu tak je, na to je t¢zké odpovédét. Osobné si myslim, ze je to diky
obrovské variabilité vina, ktera je ovliviiovana témeét vSim, co se pii vyrobé vina
naskytne. At je to jiz proces vinohradnictvi, kdy nezalezi pouze na jednotlivych
parametrech, jez zakladnimi jsou odrida, vinice, ro¢nik, ale také na jejich kombinaci a
umeéni vinohradnika. Nésleduje prace enologli ve sklepich a modernich halach, ktefi se
snazi balancovat mezi kiehkou hranici fungovani téch spravnych mikroorganismi mezi
témi pro vino nevhodnymi. Musi dodrzovat spravné technologické postupy a jiz
pocatkem roku premyslet, jestli zvolit pro to ¢i ono vino technologii moderni, nebo se

vydaji tradi¢ni cestou.

Z chemického hlediska je vino kysely roztok vody a alkoholu s pfipadnym
zbytkovym cukrem — u vina nejcastéji fruktdzou. Tyto Ctyii slozky tvoii az 95% objemu
vina a jsou tedy naprosto zasadni. Zbyla procenta jsou rtizné rozmélnéna mezi vice nez
tisic latek a jejich procentualni zastoupeni je tedy na prvni pohled velmi malé. O co
niz8§i zastoupeni, o to Casto vySsi duleZitost v celkovém vyznéni vina. Jako ptiklad
mohou slouzit latky 4-Etylfenol a 4—Etylguajakol, které vznikaji metabolismem
kvasinek Brettanomyces bruxellensis a ty v mnozstvi 0,4 mg.1™ respektive 0,07 mg.I™

vytvaii neptijemny piipach po koniském sedle, staji nebo uzeném mase ( Eder R., 2006).

Téma této prace se tyka vzniku vyssich alkoholl ve viné. V praci tedy budou
popsany nejzndméjsi a zieymé nejzasadnéjsi vyssi alkoholy ve viné. Hlavni ¢asti prace
bude popis procest jejich vzniku, pfipadné jejich dal$i chemické promény. Budou

uvedeny také metody stanoveni téchto latek a jejich koncentrace ve viné.



2 Cil prace
Cilem této prace je shromazdit a prozkoumat literaturu tykajici se vysSich
alkoholl — jejich hlavni zastupce, diraz bude kladen na mechanizmus vzniku vyssich

alkoholt, faktory ovliviiujici proces tvorby a vliv téchto latek na vysledny produkt.



3 Alkoholy

Z chemického hlediska jsou alkoholy organické slouCeniny ze skupiny
hydroxyderivat. Derivaty uhlovodikt, které vznikaji ndhradou jednoho ¢i vice atomu

vodiku na atomu uhliku nearomatického uhlovodiku hydroxylovou skupinou (-O-H).

Alkoholy jsou hojné rozsiteny v pfirodé. Vyskytuji se zejména ve formé estertl
(tuky, vosky, pryskyfice, ...). Alkoholy se ziskavaji nejriznéj§imi zplsoby. Patii mezi
n¢ fermenta¢ni procesy, hydrogenace estert, fenolt a riznych derivati karboxylovych
kyselin, redukci karbonylovych sloucenin, hydrolyzou halogen derivati. V chemickém
priamyslu se alkoholy pouzivaji jako rozpoustédla pro ptipravu esterd, riznych produkt

umélych hmot, vybusnin, vyrobu 1éCiv, v potravinafstvi. (Velisek J. 2009)

Spousta alkoholli patii mezi jedovaté latky. Pfikladem jsou jiz dva nejjednodussi
alkoholy etanol a metanol, kdy prvni v men$im mnozstvi navozuje pocit bezstarostnosti,
otupuje mysl a vyvolava euforii. Po poziti etanolu nastava zpomaleni vnimani a osoba
pod vlivem se mize dopoustét chybnych usudki (fizeni dopravniho prostredku, ...).
Metanol muze byt smrteln¢ jedovaty jiz pii poziti 10 ml. Divodem jsou metabolity jeho
ptemény v téle, kdy je nejprve enzymem alkohol dehydrogendzou vytvaien
formaldehyd, ktery je nasledné enzymy pfeménén na kyselinu mravenci. Tedy metanol

neni sam o sobé¢ pfili§ jedovaty, ale jedovaté jsou jeho metabolity.

3.1 Déleni alkoholi

Alkoholy mizeme dé€lit podle n€kolika systému. Mezi hlavni patii: podle poctu
vazanych hydroxylovych skupin, z hlediska druhu radikélu, dle typu uhlovodikového
zbytku, na ktery je navazéna hydroxylova skupina. (VeliSek J. 2009)

Alkoholy rozdélené podle poétu vazanych hydroxylovych skupin:

e Alkoholy (jednosytné) — obsahuji jednu hydroxylovou skupinu -OH.
Patfi sem napt. metanol, etanol, propanol

e Dioly (dvojsytné) — obsahuji dvé hydroxylové skupiny —OH, patii sem
napt.: 1,2-ethandiol (etylenglykol), 1,4-butandiol

e Trioly (trojsytné) obsahuji tfi hydroxylové slouceniny —OH, patii sem
napt. propan-1,2,3-triol (glycerol)

e Tetraoly (Ctyfsytné) — obsahuji ¢tyfi hydroxylové skupiny —OH, patii sem
napt. (2R,3S)-butan-1,2,3,4-tetraol (Erythritol)
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e Pentaoly, Hexaoly, Heptaoly atd.

Rozdéleni dle uhlovodikového zbytku, na ktery je navazana hydroxylova

skupina:

e Acyklické alkoholy — hydroxylova skupina je vazana k atomu uhliku
necyklického uhlovodikového zbytku

e Alicyklické alkoholy — hydroxylova skupina je vdzana k atomu uhliku
cyklického uhlovodikového zbytku.

Rozdéleni z hlediska druhu radikalu, ktery vznikne odtrZzenim radikalu -OH

z molekuly alkoholu:

e Primarni alkoholy — jedna se o primarni radikdl — na uhlik s navazanou

hydroxylovou skupinou jsou navazany dva uhliky (u metanolu, 3 vodiky).
R— CH_,—OH

Obr. 1 Strukturni vzorec primarniho alkoholu. (https://cs.wikipedia.org)

e Sckundarni alkoholy — vznika sekundarni radikal — na uhlik s hydroxylovou

skupinou je navazan jeden vodik.

R — CH —OH
L
Obr. 2 Strukturni vzorec sekundarniho alkoholu (https://cs.wikipedia.org)

e Tercialni alkoholy — vznika tercialni radikal — na uhlik s hydroxylovou

skupinou neni navazan zadny vodik.

Obr. 3 Strukturni vzorec tercialniho alkoholu (https://cs.wikipedia.org)
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3.2 Nizsi alkoholy ve viné — metanol, etanol

Tématem této prace jsou vyssi alkoholy, ale pro uceleny pohled na alkoholy si
dovolim zminit i zakladni alifatické alkoholy. Jedna se o metanol, tedy zakladni alkohol
s jednim uhlikem v molekule, ktery ma pro vino vyznam z hlediska toxicity svych
metabolitii, a etanol, ktery je pro vino naprosto podstatny — je totiz jeho druhou

nejobsahlejsi slozkou.

3.2.1 Metanol

Jednda se o nejjednodussi alifaticky alkohol se sumarnim vzorcem: CH40
(funkéni vzorec CH30H). V malém mnozZstvi je metanol ve viné pfitomen vzdy. Bézné
mezi 17 az 100 mg.I™" ve vinech bilych a 65 aZ 230 mg.l” ve vinech &ervenych.
(Michlovsky, 2014)

Tyto koncentrace nemaji organolepticky vyznam a také zdaleka nedosahuji

hodnot, které¢ by mohly byt pro konzumenta toxické.

(Ribéreau-Gayon et al 2006 b) uvadi rozdily v koncentraci zavislé na délce a
intenzité macerace bobuli, coz také vysvétluje vyrazné rozdily v obsahu metanolu ve
vinech bilych oproti ¢ervenym. Diivodem jsou slupky bobuli, které obsahuji pektiny,
zZ nichz se posléze metanol vytvaii - viz nize. Dalsim podstatnym faktorem je druh révy,
ze které je vino vytvafeno. Hybridni odrtdy, napt. Vitis labrusca + Vitis vinifera, maji
ve slupkéach vys$8i mnozstvi pektind, a tak pii pouZiti stejné technologie ma vysledné
vino vys$$i obsah metanolu nez vino vyrobené pouze z odrud Vitis vinifera. Také pouziti

pektolitickych enzymti béhem piedfermenta¢ni macerace zvysi obsah metanolu ve ving.

Mrwe

z enzymatické hydrolyzy methoxylovych skupin pektinii béhem fermentace.
-OCH3 + H,0O — -OH + CH30H . (Ribéreau-Gayon et al 2006 b)

3.2.2 Etanol

Po vod¢ je etanol nejpodstatnéjsi slozkou vina. Jedna se o druhy nejjednodussi
alifaticky alkohol se sumarnim vzorcem C;HgO (funk¢ni vzorec: C,HsOH). Jeho obsah
ve vin€ se podle typu a technologie vyroby pohybuje mezi 9 az 14,5 % obsahu, coz

odpovida 70 az 110 g.I". (Michlovsky, 2014 )
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wrwe

nazvanym Alkoholova fermentace, kterou realizuji kvasinky, u vina nejcastéji

Saccharomysec cerevisiae. Sumarnim vzorcem je:
CsH1206 — 2 CoHsOH + 2 CO5 + teplo (Zdeﬁkové, 2008)

Alkoholové kvaseni probiha ve dvou zakladnich krocich, kde prvnim krokem je

glykolyza a druhym krokem je pfeména pyruvatu na etanol.

Glykolyza je metabolickd draha pfemény hexoz (nejcastéji glukozy) za vzniki
dvou molekul pyruvatu. Vytézkem jsou dvé molekuly ATP (adenosintrifosfat) jez slouzi

jako obecné energetické platidlo v biochemickych bunécnych procesech.
CeH1206 — 2 CH3C(O)COOH + 2 ATP + 2 NADH (Zdenkova, 2008)
Druhou f4zi je samotny kvasny proces, ktery je slozen ze dvou kroki:

1. Dekarboxylace pyruvatu na acetaldehyd a oxid uhli¢ity. Tato

reakce je katalyzovana enzymem pyruvatdekarboxylasou.
CH3C(0O)COOH — CH3CHO + CO; ( Zdenkova, 2008)

2. Vznikly acetaldehyd je redukovan na etanol. Tuto reakci

katalyzuje enzym alkohol dehydrogenaza:

CH3CHO + NADH + H* — CH5CH,OH + NAD" ( Zdeiikova, 2008)
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4 Vyssi alkoholy

Z tyzikaln¢é chemického hlediska jsou vyssi alkoholy takové alkoholy, které maji
ve své molekule vice nez dva atomy uhliku a vyznacuji se vyssi molekularni hmotnosti
a vySSim bodem varu, nez ma etanol. Vyssi alkoholy jsou kvantitativné rozsahlou
skupinou latek, ktera se podili na aroma v alkoholickych napojich. Pfi jejich oznacovani
se pouziva mimo terminu vyssi alkoholy téz termin ptiboudlinové alkoholy. Jsou to
sekundarni produkty alkoholové fermentace. Pti senzorické analyze muzou byt poznany
diky silnému a pronikavému zapachu a vliv maji také na chut' vina, kde dotvari
charakter konkrétniho napoje. Vliv vyssich alkoholll na aromatické a chutové profily
vina je zaloZen jednak na koncentraci v daném napoji, a také na spoluptisobeni s dal$imi

latkami. (Ribéreau-Gayon et al 2006 b ; Lambrechts, Pretorius, 2000)

Z pohledu koncentrace je mozné oznadit vliv vyssich alkoholti na vino jak za
pozitivni, tak za negativni. Koncentrace vyssich alkoholt ve viné se pohybuje v rozmezi
150 mg I az 600 mg I'*. Autofi se shoduji, Ze pokud je koncentrace vyssich alkoholi
nizsi nez 300 mg 17, predavaji vinu zadouci komplexitu viemt a vina jsou hodnocena
pozitivng. Naproti tomu koncentrace prevysujici hranici 300 mg 1™ jsou pro vino
nezadouci a se stoupajici koncentraci se kvalita vina zhorSuje. (Moreno-Arribas, Polo,

2009; Michlovsky 2014)

Zalezi také na stylu vina a ostatnich komponentech tvoficich aroma. Vzajemny
vztah mezi jednotlivymi volatilnimi komponenty muze byt pozorovan napiiklad u
riznych odrad. (Smyth, 2005) uvadi vliv 2 metyl-propanolu, 2.methyl-butanolu a 3
methyl-butanolu na odridy Chardonnay a Ryzlink rynsky. Tyto latky mély zasadni vliv
pro odridu Chardonnay, ale pro Ryzlink rynsky se pii tvorbé aromatického profilu

senzorickou analyzou neprojevily.

VysSich alkoholi je z chemického pohledu velké mnozstvi, ale pro vino nejsou
vSechny vyznamné. Koncentrace ve viné jsou také vyrazné rtizné. Piehled vysSich
alkoholi uvadi: Tab. 1 Vyssi alkoholy ve vin¢ (Ribéreau-Gayon et al 2006 b ;
Lambrechts, Pretorius, 2000)
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Tab. 1 Vyssi alkoholy ve viné (Ribéreau-Gayon et al 2006 b ; Lambrechts, Pretorius, 2000)

vvs

Vyssi alkoholy ve viné

, . Koncentrace | Bod varu | Prekurzorova
Nazev Funkéni vzorec ;o o . . Aroma
ve viné mg.l-1 C aminokyselina
Threonin / 2- Rozpoustédlo
Propan-1-ol CHs-CH,-CH,0H 9.68 97 amino-maselna p. .
chemické tony
kys.
Butan-1-ol CHs-CH»-CH,-CH,OH | 0,5-85 117 - Priboudlinove
aroma
Methyl-2- 9-140 107 Valin Rozpoustedio,
propan-1-ol CHs-CH(CHs)-CH,-OH chemické tony
Methyl-2-butan- | CHs-CH,-CH(CHs)-CH,- 15 - 150 129 Isoleucin MaruE)avn/
1-ol OH rozpoustédlo
Methyl-3-butan- | CHs-CH(CHs)-CH,-CH,- 45 - 490 131 Leucin Rongus'lcedllo,
1-ol OH chemické tony
Hexan-1-ol CHs-(CH,)-CH,OH 0,5-12 153 | 2Fenyloctovd | - Priboudiinové /
kyselina herbdlni aroma
Tyrosol HO-¢-CH,-CH,0H 20-50 158 Tyrosin Vceli vosk, med
-NH-CH-C-CH,-CH,-
Tryptophol $-NH-C OIC-|C 2CH 0-1 59 Tryptophan -
Fenyl-2-etanol ¢$-CH,-CH,-OH 10-180 219 Fenylalanin Raze, floralni tony

vvvvvv

vvvvvv

vvvvvv

Z pohledu koncentrace jednotlivych alkoholli je nejpodstatnéjsi sloZkou vysSich

alkoholti isoamyl alkohol, ktery miize, dle charakteristiky napoje, tvofit rozmezi 40-

70% celkové frakce vyssich alkohold. Spolu s aktivnim amyl alkoholem tvoii tyto dva

amyl alkoholy nejzasadnéjsi slozku pfiboudlinovych alkoholti — vice nez 90%. Tyto

hodnoty se netykaji jenom vina, ale jedna se i o hodnoty prokazané v destilatech, napft.

Brendy. (Lambrechts, Pretorius, 2000)
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5 Vznik vySSich alkoholi

Vyssi alkoholy jsou sekundarni produkty alkoholové fermentace. V bobulich
révy vinné ani v mostu se nevyskytuji. Jejich vznik béhem alkoholové fermentace je
vysvétlovan dvéma zpusoby. Prvnim zplisobem je katabolické formovani vysSich
alkoholi z aminokyselin. Tyto reakce jsou obecné znamy jako Ehrlichovy reakce.
Druhou moznosti je vznik vyssich alkoholii z cukernych substratli, kde se jedna o Cast
biosyntetickych drah pifi tvorbé aminokyselin kvasinkami, b&hem alkoholové
fermentace. (Lambrechts, Pretorius, 2000 ; Moreno-Arribas, Polo 2009) Oba dva
systémy vzniku Ize obecné vyjadrit: Obr. 4 Ehrlichova reakce — obecna forma reakce.
(Key to diagnosing problem fermentations [ on-line ] Davis : Univerzity of California.
2014) a Obr. 5 Biosyntéza aminokyselin. (Key to diagnosing problem fermentations [

on-line ] Davis : Univerzity of California. 2014)

Ehrlich Pathway

B Deamination II? Decarboxylation R
HC-NH2 —, C=0 Hb=o
COOH COOCH Aldehyde
Amino acid a-Keto acid
B Reduction
H-C-OH
H
Higher Alcohol

Obr. 4 Ehrlichova reakce — obecna forma reakce. (Key to diagnosing problem fermentations [ on-line ]
Davis : Univerzity of California. 2014)

Amino Acid Biosynthesis

R Amination B Decarboxylation B
H-p-NH2<— p=O —> H-C=0
COOH COOH Aldenyde
Amino acid a-Keto acid /
Reduction
i R
Central Carbon H'|C‘OH
Metabolism H
Higher Alcohol

Obr. 5 Biosyntéza aminokyselin. (Key to diagnosing problem fermentations [ on-line ] Davis : Univerzity
of California. 2014)
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Spole¢né pro oba systémy vzniku vysSich alkoholt jsou dva body. Prvnim z nich
jsou dusikaté latky a druhym jsou a-keto kyseliny. a-keto kyseliny jsou soucasti obou
typt reakci a bodem, kde se obé drahy setkavaji — jak je vidét z Obr. 4 a Obr. 5.
Z celkového pohledu na vyssi alkoholy je prvek dusiku naprosto zasadnim faktorem. U
obou vySe uvedenych systému jsou totiz dusikaté latky divodem, pro¢ reakce jako
takové nastavaji - obecné feceno. Pii Ehrlichovych reakcich dochazi k vyuzivani dusiku
aminokyselin. Pfi biosyntéze aminokyselin, jak jiz nazev naznauje, dochazi k tvorbé

potiebnych aminokyselin jiz z podstaty reakce samotné.

Obsah dusikatych latek ve ving se pohybuje od 5 do 500 mg.1™. Tento objem je
rozdélen na bilkoviny: 5-10% (které se z vina postupné ztraceji, nebo jsou vyceteny),
velkou ¢ast tvoii polypeptidy: 25-50%, aminokyseliny se vyskytuji v mnozstvi: 25-50%
a amoniakalni dusik je zastoupen: 3-10%. (Michlovsky, 2014) Vedle cukrti (hexozy —
v mostu. Kvasinkami asimilovatelny dusik (YAN) je tvofen jednak aminokyselinami a
druhou sloZkou je amonium NH4+. Proto, pii pfedfermentacnich rozborech mostu, jsou
pravé hodnoty YAN a idealné i jejich rozklad na aminokyseliny a amoniakalni dusik
naprosto zasadni. B&hem metabolismu kvasinek probihd né€kolik kroka s dusikatymi
komponenty. Dusikaté slouceniny jsou pfimo piijimany a pouzity v biosyntetickych
reakcich. Dale mohou byt pfevedeny na jiné dusikaté komponenty a poté opét vyuzity v
biosyntetickych reakcich. Také mohou byt degradovany za uvolnéni dusiku, ktery je
poté pouzit pro metabolické potieby buiiky. (Murli D. [on-line] [cit. 2016-03-25])

Latky obsahujici dusik se do buiiky dostavaji tfemi zpisoby. Jedna se o difuzi,
usnadnénou difuzi a aktivni transport. Pti difuzi je vyuzivan jednoduchy prtchod pies
plasmatickou membranu (lipidovou dvouvrstvu) a vstup do bunky je bez jakékoliv
asistence. Vyuzivan je koncentra¢ni gradient, kde koncentrace latek vné bunky je vyssi
neZ uvnitt buiiky. Pfi usnadnéné difuzi je vyuZivadna asistence proteinli — tento zpiisob
také nevyzaduje spotiebu energie. Ani jeden typ difuze neumoznuje nahromadéni
koncentrace latek proti koncentraénimu gradientu. Aktivni transport vyzaduje tzv.
membranové transportni proteiny — nazyvané téz transportéry, které zprostiedkovavaji
dopravu, coz vyzaduje energii. Téchto transportéri je velké mnozstvi a vyznacuji se
riznou mirou specifi¢nosti. Nékteré jsou schopny pienaset vétSi mnozstvi molekul a

iontll, zatimco jiné mohou byt specializovany na jeden typ molekuly, iontu. Aktivni
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transport miize zajistit nahromadéni latek proti koncentra¢nimu gradientu. VétSina latek
obsahujici dusik je do bunky pfivadéna aktivnim transportem. Obecné je toto prokazano
také skuteCnosti, ze koncentrace latek obsahujici dusik je vétSi uvniti builkky nez

v okolnim médiu. (Murli D. [on-line] [cit. 2016-03-25])

5.1 Ehrlichovy reakce

Ehrlichovy reakce lze popsat jako katabolismus alifatickych amino kyselin
(leucin, valin, isoleucin) aromatickych aminokyselin (fenylalanin, tyrosin, tryptophan) a
siru obsahujicich amino kyselin (methionin), ktery vede ke wvzniku vysSich

(ptiboudlinovych) alkoholu a ptiboudlinovych kyselin - jedna se o enzymatické reakce.
(Hazelwood, at al, 2008)

Reakce jsou pojmenovany podle némeckého biochemika Felixe Ehrlicha (1877 —
1942). Ten vroce 1904 po izolovani a charakterizovani isoleucinu a leucinu zacal
spojovat strukturalni podobnosti mezi témito aminokyselinami a vy$$imi alkoholy —
aktivnim amyl alkoholem a izoamyl alkoholem. Tato pozorovani jej vedla k myslence,
ze vyssi alkoholy mohou byt derivaty aminokyselin. Potvrzeni téchto pozorovani bylo
prokazano pridanim aminokyselin leucinu nebo isoleucinu do mos$td. Po ukonceni
fermentaci bylo méfenim zjiSténo vyssi zastoupeni ptiboudlinovych alkoholt. Reakce,
jak je zname dnes, byly finaln€ popsany v roce 1911 némeckymi védci Neubauerem a

Fromherzem. (Hazelwood, at al, 2008)

Dle (Moreno-Arribas, Polo, 2009) mizeme cely proces Ehrlichovy drahy
rozdé@lit na Ctyii kroky. Na zacatku mame aminokyselinu v mediu, kterd je aktivnim
transportem dopravena do bunky. Nasleduje deamina¢ni krok, kdy z aminokyseliny
vzniké a-keto kyselina. Tato kyselina je nasledné dekarboxylaci pfeménéna na aldehyd.
Posledni krok miiZze mit dva sméry. Prvni moznosti je redukce aldehydu na vyssi

alkohol. Druhou moznosti je oxidace aldehydu na ptiboudlinovou kyselinu.

5.1.1 Transport aminokyseliny do buiiky

Transport aminokyselin do buiiky je realizovan aktivnim transportem. Na tomto
transportu se podileji transportéry (dfive uZzivan také termin permedzy), coZ jsou
membranové proteiny, které jsou schopny z mimobunécného prostiedi piepravit
aminokyseliny do bunky. V pfipad¢ alifatickych aminokyselin se jedna o transportéry
Bap2p a Bap3p. Aromatické aminokyseliny jsou pfepravovany transportéry Tatlp a
Tat2p a ne¢kdy se na prenosu muze UCastnit také Bap2p. Samostatnou skupinou je
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aminokyselina methionin, ktery je pfenaSen transportéry Muplp a Mup3p. Obecny
transportér, ktery muze ptepravovat vSechny skupiny amino kyselin, je Gaplp.
(Moreno-Arribas, Polo 2009)

Pfijem aminokyselin do buiiky je inhibovan amonnymi ionty. To je z divodu, ze
amonné ionty jsou posléze v médiu (mostu) vycerpany. Transport aminokyselin probiha
po celou dobu fermentace a amonné ionty jsou primarné potieba v rostouci fazi ristu
bunck. Pfijem aminokyselin do bunky s sebou piindSi ovSem zdsadni problém se
zménou pH. Pfi pfijmu aminokyseliny do bufiky vstupuje spolu s touto kyselinou i
proton (H+), a to z davodu aktivniho transportu transportéry. pH v mostu je oproti pH
bunky rozdilné pfiblizné¢ o 3 body na stupnici pH. To znamena, Ze koncentrace ionti H+
je v mostu téméf tisickrat vyssi, nez je v bunice. Pfisunem iontd H+ tedy nastava pomalé
zakyselovani buniky. Burika tento problém musi fesit vyluCovanim ionti H+ zpét do
mostu. Tento export iontd zpét do mostu je dosahovan membranovou ATP4zou, kterd
funguje jako hydrogen iontovéa pumpa. Tento proces vyzaduje energii. Ta je ziskdvéana

hydrolyzou molekul ATP (adenosintrifosfat). (Murli D. [on-line] [cit. 2016-03-25])

5.1.2 Transaminaéni krok Ehrlichovy reakce

Sacccharomyces cerevisiea ma Ctyfi proteiny, které jsou zapojeny do iniciace
transaminac¢niho kroku Ehrlichovych reakci. Jedna se o proteiny Twtlp — které jsou také
znamy pod terminy Batlp nebo Eca39p. Jedna se o mitochondrialni aminokyselinové
aminotransferazy, které maji rozvétvené fetézce. Dalsi skupinou je Twt2p, které jsou
znamé pod oznaCenim Bat2p nebo Ecad40p a jednd se o cytosolovy isozom.
Mitochondrialni isozymy maji vys$§i expresi v méfenych kulturach béhem
exponencialniho ristu a nasledné jsou potlacovany béhem stacionarni faze. Naproti
tomu cytosolovy isozom ma piesné opacnou expresi. Pii testech s geneticky
kédovanymi enzymy bylo prokazano (a to dvéma nezavislymi skupinami), Ze pfi mutaci
Ecad40p vznikd vyrazny pokles produkce isobutanolu. Byla pozorovana také snizena
produkce aktivniho amyl alkoholu a isoamyl alkoholu. Dalsi zajimavé vyzkumy byly
provedeny s geny BAT1 a BAT2, jedna se 0 kodujici transaminacni geny. V piipadé
vyrazné exprese genu BAT1 v komer¢nich vinnych kvasinkach bylo pozorovano vyssi
mnozstvi produkce isoamyl alkoholu, isobutyl alkoholu, 2-metylpropanové kyseliny a
propanové kyseliny. V piipadé zvySené exprese genu BAT2 bylo nalezeno vyssi
mnozstvi isobutyl alkoholu, 2-metylpropanové kyseliny a propanové Kkyseliny.

Vymazénim téchto genti bylo dosazeno vyrazného snizeni téchto latek. Upravy

18



Vv expresich téchto transaminacnich genlit mlzou poskytovat zajimavé modulace

aromatickych profilti vina. (Moreno-Arribas, Polo 2009; Hazelwood, at al, 2008)

Dalsimi enzymy, které se zapojuji do transaminacni ¢asti Ehrlichovy reakce jsou
Aro8p a Aro9p. U téchto enzymu bylo zpocatku pozorovano, ze se jedna o aromatické
aminokyselinové aminotransferazy. OvSem Aro8p také vykazoval aktivitu s metioninem
a leucinem jako darce amino skupiny a s fenylpyruvatem jako amino piijemcem a
obracené a-keto kyselina jako amino pfijemce a fenylalanin jako amino dérce. Dle
vyzkumu tedy enzymy Aro8p a Aro9p piisobi jako Siroké — substratové specifické -
aminokyselinové transaminazy v Ehrlichovych reakcich. Tato pozorovani byla
prokazana Vv Sirokoprofilové genové expresi, kde rust Sacccharomyces cerevisiea,
v kulturach s omezenym obsahem glukozy a s fenylalaninem, methionin a leucinem
jako jedinymi zdroji dusiku, jsou ARO9 a TWT2 konzistentné stimulovany. Naproti
tomu geny, v kultufe s amoniem, prolinem a asparaginem jako jedinymi zdroji dusiku
(které nejsou zahrnuty v katabolismu Ehrlichovych drah) stimulovany nejsou. (Moreno-
Arribas, Polo 2009; Hazelwood, at al, 2008)

19



: P SO SO , . .
T""‘;;”T"I"“m RS Obr. 6 Teplotni mapa totoZnosti genii
BAT2
ARO9
ARO8

(Hazelwood, at al, 2008). zobrazuje geny,

kter¢ mohou kodovat enzymy zapojené do
Decarboxylases
AROI0

P
-
LI
PDCI
PDC5
PDC6
THI3

Alcohol dehydrogenases
ADH1
ADH2
ADH3
ADH4
ADHS
ADH6

YCRI105W
SFAI
AAD3
AAD4
AAD6

AADIO

AADI4

AADIS

AADI6

YPLO88W

Ehrlichovych reakci. Exprese genii na

1.0E+4
l vysokych urovnich je zobrazena Ccervenou
Lops3 barvou a geny s nizkou expresi jsou

zobrazovany cCern¢. Obr. 6 reprezentuje

L
Loprp  transkriptni Groven genil v aerobnim prostfedi
S limitovanou glukozou a kulturou
Loen  Sacccharomyces cerevisiea CEN.PK 113-7D.
Je zobrazen rlst pfi riznych zdrojich dusiku
[(NH4).SO4] (NH,) Aspariginem (ASN);
prolinem (PRO), fenylalaninem (PHE);
leucinem (LEU) a methioninem (MET).

Aldehyde dehydrogenases
avs
|

ALD6
Obr. 6 Teplotni mapa totoZnosti gent (Hazelwood, at al, 2008).

Expression value

Tanskriptni uroven byla stanovena

ALD4
ALD3
ALD2
ALDI
Transport
PDRI2

s Affymetrix GeneChips YG-S98 a je slozena

Z praméru tfi nezavislych pozorovani.

5.1.3 Dekarboxylaé¢ni krok Ehrlichovy reakce

Dekarboxyla¢ni krok v Ehrlichovych reakcich je nevratnym dé&jem, ktery
pfeméni o-keto kyselinu na aldehyd. Pivodné byl tento krok pfipisovan pyruvat
dekarboxylaze. Nasledné bylo kvasinkovym genomem prokazano, zZe na tomto kroku se
mize podilet pét gend. Tyto geny vykazuji sekvenéni podobnosti s thiamindifosfatem
(TPP), coz je koenzym podilejici se na rtiznych enzymatickych reakcich — v nasem
ptipadé také na oxidativni dekarboxylaci a-keto kyselin. Tii z téchto gent (PDCL1 ;
PDC5 a PDC6) koduji pyruvat dekarboxylazu, a ARO10 a THI3 jsou alternativni geny
pro dekarboxylazy v Ehrlichové reakci. Pét strukturnich genti, u kterych se predpoklada
kodovani (TPP) v zavislosti na dekarboxylaze (PDC1 ; PDC5 a PDC6 ; ARO10 a
THI3), bylo zkoumano jak jednotlivé, tak v kombinacich, zda enzymy katalyzuji
dekarboxylaci jednotlivych a-ketokyselin. Tyto vyzkumy prokazaly, ze hlavni
dekarboxylazou podilejici se na katabolismu leucinu je ta, ktera je kédovana THI3.

Naproti tomu jsou zde tii geny (PDC1 ; PDC5 a PDCS6), které se podili na kddovani
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dekarboxylazy zpusobujici katabolismus valinu. V katabolismu isoleucinu bylo
dokazano, ze néktery ze skupiny gent (PDC1 ; PDC5 a PDC6 ; ARO10 a THI3) se
prokazatelné¢ podili na pfeméné isoleucinu na aktivni amyl alkohol. Déle bylo také
prokazano, ze THI3 nema Zadny vliv na katabolismus aromatickych aminokyselin, na
tomto se podili néktery ze Ctyf zbyvajicich genti. Katabolismus methioninu
(dekarboxylace a-KMBA) je ovliviiovan genem Arol0p. (Moreno-Arribas, Polo 2009;
Hazelwood, at al, 2008)

V umélych kulturach kultivovanych leucinem, methioninem nebo fenylalaninem
jako jedinymi zdroji dusiku jsou piiboudlinové alkoholy a pfiboudlinové kyseliny
danych aminokyselin produkovany ve velmi vysokém mnozstvi. V Sirokoskalovych
substratech byly méfeny bunééné extrakty z téchto kultur na pfitomnost o-keto
kyselinové dekarboxylazy a jejich aktivity. Pouze ARO10 byl jedinym dekarboxyla¢nim
genem, jehoz transkripéni profil vyznamné Kkoreloval s o-keto Kkyselinovou
dekarboxylazovou aktivitou. Komplexni charakterizace ArolOp, kde byly pouzity
kombinace genetickych, fyziologickych a biochemickych postupti, potvrdila, ze Aro10p
je Siroko-substratova dekarboxyléza. Tyto experimenty také prokazaly existenci ArolOp
a-keto kyselinové dekarboxyldzové aktivity, kterd vyzaduje funkéni alely THI3 a
alespon jeden dalsi pyruvat dekarboxyla¢ni gen (PDC1 ; PDC5 a PDC6). Transkripéni

analyza a méfeni dekarboxylazové aktivity u Sacccharomyces cerevisiea s kmeny aro10

A dvojity aro10 A a thi3A ; a ¢tyifnasobné pdclA pdc5 4 pdc64 arol0A mutantni geny

péstované v umélych kulturach s omezenym zdrojem uhliku a fenylalaninem jako
jedinym zdrojem dusiku naznacily, Ze PDCS je siln€ regulovan v pozadi arol0 A a také
koduje Sirokosubstratovou a-keto kyselinovou dekarboxylazu. Exprese PDC5 zavisi na
piitomnosti THI3, to je v kontrastu s expresi ARO10 (pdciA pdc54 pdc64 thi34 kmen),
exprese THI3 (pdciA pdcS54 pdc64  arol04 kmen) nevede Kk téméi zadné a-keto
kyselinové dekarboxylazové aktivité. Zkoumani THI3 tedy v podstaté prokazalo, ze se
podili na regulaci thiamin homeostazy v S. cerevisiea. Z pozorovani tak vyplyva, ze role
THI3 v Ehrlichovych reakcich je spiSe regula¢ni nez katalyticka. Zatimco Pdcl, Pdc5,
Pdc6 a Arol0 jsou cytosolové izoenzymy, tak Thi3 je jak cytosolovy, tak jaderny
enzym. Tato skutenost tak podporuje jeho regula¢ni funkci. Zkouméni téchto
katalytickych vlastnosti péti (Pdcl, Pdc5, Pdc6 Arol0 Thi3) TPP dekarboxylaz je
nezbytné pro konec¢né urceni specificity t€chto enzymu. (Moreno-Arribas, Polo 2009 ;
Hazelwood, at al, 2008)
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Obr. 7 Expresni profil péti TPP dekarboxylaénih geni. (Hazelwood, at al, 2008)

Obr. 7 zobrazuje profil exprese dekarboxylac¢nich genl v riiznych mutantnich
kmenech, pii rychlosti fedéni 0,1 h™ v kulturach s omezenym uhlikem. Expresni
hodnoty jsou méfeny ve standardnich odchylkach dat ze dvou nezavislych méfeni. 1.
rast v kultufe s omezenym zdrojem uhliku a (NH4)2SO, jako zdrojem dusiku. 2. rust
Vv kultufe s omezenym zdrojem uhliku a fenylalaninem jako zdrojem dusiku. 3. aro10 4
kmen v kultufe s omezenym zdrojem uhliku a fenylalaninem jako zdrojem dusiku. 4.
arol04, thi34 kmen v kultufe s omezenym zdrojem uhliku a fenylalaninem jako
zdrojem dusiku. 5. pdciA pdc54 pdc64 arol04 kmen v kultufe s omezenym zdrojem

uhliku a fenylalaninem jako zdrojem dusiku.

5.1.4 Redukéni a oxidacni krok Ehrlichovy reakce

Poslednim klasickym krokem v Ehrlichov¢ reakci je redukce (oxidace) aldehydu
vzniklého dekarboxylaci a-keto kyseliny. Z pohledu oxidace nebo redukce aldehydu
bylo zjisténo, Ze Vv Qlukézovych kulturdch jsou aminokyseliny, které lze pievést
Ehrlichovymi reakcemi, témét kompletné pievedeny na piiboudlinové alkoholy.
Ptiboudlinové kyseliny jsou vytvareny ve velmi malém mnoZzstvi. Studie, které se
zabyvaji rovnovahou mezi oxidaci a redukci ptiboudlinovych aldehydd, ukazuji
vyznamnou zavislost na kultiva¢ni kondici média, kde probiha fermentace. V aerobnich
rastovych kulturach s omezenym obsahem glukézy a riiznymi aminokyselinami (leucin,
methionin, fenylalanin) jako zdroji dusiku jsou tyto aminokyseliny pievazné oxidovany

na piiboudlinové kyseliny a vznikaji pouze nizké koncentrace vyssich alkohold. Takto
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nastavené kultury vykazuji o 40% niz§i vynos biomasy, nez jsou kultury s dalSimi zdroji
dusiku. Znamena to, Ze energeticky odtok je spojovan s produkci ptfiboudlinovych
kyselin. Tyto slabé organické kyseliny jsou silné hydrofobni a dochazi tak k vyraznému
Cerpani (ztraté) ATP pii prekondvani pH gradientu plasmatické membrany. V kulturach
s dostatkem glukézy dochazi k rustu S. cerevisiea prevazné diky alkoholové fermentaci.
V ptipad¢ pouziti fenylalaninu jako jediného zdroje dusiku je pteménéno 90% na vyssi
alkohol (fenyl-2-etanol) a pouze 10% na ptiboudlinovou kyselinu (fenylacetat). Dalsi
méfeni prokazala, ze v glukézovych kulturach, za anaerobniho stavu, je fermentaéni

disimilaci pfeveden fenylalanin kompletné na fenyl-2-etanol. (Hazelwood, at al, 2008)

Za anaerobnich podminek mize mit redukéni krok Ehrlichovy reakce vyznamny
vliv na redoxni metabolismus. Béhem ferrnetace (faze rastu kvasinek) S. cerevisiea
vznikd ptebytek NADH, ktery mtze byt oxidovan gylcerol-3-fostat dehydrogendzou na
glycerol — i kdyz tvorba glycerolu vyzaduje ATP a je tak pro kvasinky energeticky
nevyhodna. Katabolismus aminokyselin tak mlze zajistit alternativni, ale energeticky
tispornou regeneraci: NADH + H® — NAD®. Role této skuteCnosti jesté nejsou
dostate¢n€ popsany. V respiraéné fermentacnich kulturach s omezenym zdrojem dusiku
S. cerevisiea produkuje méné glycerolu, kdyz je jako zdroj dusiku dodan valin na misto
amonné formy. (Hazelwood, at al, 2008) Naproti tomu (Lambrechts, Pretorius, 2000)
uvadi, ze presna funkce vzniku vyssich alkohold neni jednozna¢né zndma a redukce
aldehydt v Ehrlichové reakci neni zasadni pti udrzovani redukéné oxidaéni stability

V burice.

Genom S. cerevisiea obsahuje 16 gent alkohol dehydrogenazy, 6 gent aldehyd
dehydrogendzy a nejméné 2 geny Siroce spektralni reduktdzy, ktera katalyzuje
pyridinové nukleotidy v zavislosti na vzajemnou pfeménu aldehydu na alkohol. Uzitim
kmenti, které obsahuji vSechny mozné kombinace mutaci, ovliviiuji sedm AAD geni.
Pét ADH genti a SFAL. Vyzkumy bylo prokazano, ze posledni krok Ehrlichovy reakce
mize byt katalyzovan etanol dehydrogenazou (Adhlp, Adh2p, Adh3p, Adh4p, Adh5p)
nebo Sfalp (formaldehyd dehydrogenazou). Dale, pouzitim NADPH aldehyd reduktazy
kodované YPR1 a GRE2 se ukazuje, Ze maji aktivitu vuci 2-metylbutyralaldehydu a
izovalealdehydu. Cela tato problematika je dosti komplikovand a pfipisovat jednotlivé,
jednoznacné role aldo — ketézovym reduktazam ve vétSin€ organismu je problematické.
Dtuvodem je vyrazné piekryvani specificnosti enzymi a piitomnosti dalSich

souvisejicich enzymu. Transkripéni tudaje z pozorovani S. cerevisiea, péstované
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s omezenym obsahem glukozy a s fenylalaninem, methioninem nebo lecinem jako
jedinymi zdroji dusiku, nebyly jednozna¢né pro zddnou z 16 alkohol dehydrogenaz a 6
aldehyd dehydrogendz. Transkripéni profily korelovaly s pfitomnosti jak
ptiboudlinovych alkoholu, tak piiboudlinovych kyselin. (Moreno-Arribas, Polo 2009 ;
Hazelwood, at al, 2008)

5.1.5 Ulohy Ehrlichovych reakci

Rust S. cerevisiea V pfitomnosti pfiboudlinovych alkoholii (napf. isoamyl
alkoholu) zptsobuje pseudohyfalni rist. Jedna se o specificky rast bunck, kterym se
snazi kvasinka dostat ke zdroji dusiku. Tyto protahlé, vlaknité bunky, které pfipominaji
hyfy, se formuji ze standardni ovalné buiiky. PuCenim se vytvaii protahla vlaknita
pseudohyfa, ktera se po dokonceni tvorby standardniho obsahu cytoslou normalné

oddéli. (Bartosova — Kalba¢ova M. 1998)

Tyto vyrazné morfologické zmény jsou doprovazeny zvySenim aktivity sukcinat
dehydrogendzy a zvySenim obsahu chitinu. Tento stav neni omezen pouze na
ptitomnost isoamyl alkoholu, také pifidanim fenyl-2-etanolu nebo 2-indol acetatu
(rostlinny hormon auxin) je ovlivnéna morfogeneze, tedy, v tomto ptipadé, invazivni —
pseudohyfalni rast. Fenyl-2-ethanol stimuluje morfologické zmény expresi genu FLO11
pomoci Tpk2p mechanismu a regulace transkripce po ptisobeni 2-indol acetdtu zahrnuje
enzym Yaplp jako klicového zprostfedkovatele reakce. Tato pozorovani tak ukazuji, Ze
jednou z funkci Ehrlichovich reakci by mohla byt tvorba komponentii Quora sensing,
coz je, zjednodusené¢ feCeno, mechanismus mezibunééné komunikace. Tento
mechanismus umoznuje mikroorganismiim se adaptovat na zmény Vv jejich Zivotnim

prostedi. (Hazelwood, at al, 2008)

Rovnovaha konstant transaminacnich reakci je ¢asto blizko 1. Ptikladem miZze
byt fenylalanin-3-fenylpyruvat a-ketoglutarat-glutamat aminotransferazni reakce. Za
urcitych fyziologickych podminek jsou koncentrace substrati této reakce (o-
ketoglutarat 36 pmol 1™ a fenylalanin 52 pmol 1) &asto niZ§i, nez je pozadovany
produkt (glutamat 5,850 pmol I*). Vzhledem k tomu ma tato transaminaéni reakce
zasadni ulohu v podminkéch, kdy jsou koncentrace dusiku velmi nizké a zvyseni
koncentrace v substratu jiZz neni mozZné. K feSeni tohoto problému miiZe bunika vyuzit
aktivniho transportu aminokyselin intracelularné. OvSem 1 zde se vyskytuje problém, a

to v Casto Spatné rozpustnosti téchto latek ve vode. Nasledné je nutné udrzet roztok v
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nizké koncentraci ¢tvrté slouceniny ucastnici se této reakce, a to 3-fenylpyruvatu. Pokud
jsou tedy brany jako primérni zdroje dusiku alifatické, aromatické a siru obsahujici
aminokyseliny, je transaminacni reakce moznosti, jak plné vyuzit zdroju dusiku z
aminokyselin a dekarboxilace vzniklych a-keto kyselin zase snizuje jeich naslednou

vzrustajici koncentraci v intracelularnim prostoru. (Hazelwood, at al, 2008)

5.2 Biosyntéza aminokyselin

Jako zdroje dusiku pro kvasinky lze jednozna¢né€ urcit amonné ionty a
aminokyseliny. Tyto latky se vyskytuji v mosStu a kvasinka je transportuje do svého
intracelularniho prostoru, viz kapitola 5.1.1 Dusik jako takovy je nezbytnou soucasti
aminokyselin, jez slouzi k tvorbé oligopeptidii a proteini. Kvasinky mohou vétsinu
aminokyselin syntetizovat. Syntéza aminokyseliny probiha pfipojenim amonného iontu
na uhlikaty skelet, ktery pochazi z metabolismu sacharidii. Dulezitou roli v téchto
reakcich hraji glutamat a glutamin. NADP" glutamat dehydrogenaza, kter je kodovana
genem GDH1, produkuje glutamat z amonného iontu a z a-ketoglutaratové molekuly,
ktera je produktem citratového cyklu, viz Obr. 8 Vznik glutamatu (Ribéreau-Gayon et al
2006 a)

COo™ COO™

|
T:O NADP—— GDH "HaN—C—H

= = r

- |
NH, + CH, yd \ CH> + HO

| NADPH + H® NADP* |

(|?H2 TH:
COo™ alelon
c-ketoglutarate Glutamate

Obr. 8 Vznik glutamatu (Ribéreau-Gayon et al 2006 a)

Kvasinky také vlastni NAD" glutamat dehydrogenazu, ktera je kodovana genem
GDH2. Tato dehydrogenaza je zapojena v oxidativnim katabolismu glutamatu. Nastala
reakce je opacna k reakci v predchazejicim piipadu. Uvolnény amonny iont je vyuzit
kvasinkou k syntéze glutaminu. NADP® GDH ma vysoky vykon v situaci, kdy je
kvasinka kultivovédna v médiu s vysokym obsahem amonnych iontl jako zdroji dusiku.
NAD" GDH aktivita je na nejvyssi urovni, kdyz je hlavnim zdrojem dusiku glutamin,

ktery byl vytvofeny z glutamatu a amonného iontu. Tato aminace vyzaduje hydrolyzu
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ATP. Tuto reakci zobrazuje: Obr. 9 Aminace glutamatu v glataminové syntéze
(Ribéreau-Gayon et al 2006 a)

COO™ COO~
*NH;—C—H "HiN —C—H
. GS .
TH: + NH;"+ ATP ———= (‘:I—ll +ADP+ P+ H
[|‘.H1 CH;
COO™ C—0
Glutamate ‘
NH-
Glutamine

Obr. 9 Aminace glutamatu v glataminové syntéze (Ribéreau-Gayon et al 2006 a)

Diky transamina¢nim reakcim tedy glutamat slouzi jako nosi¢ amino skupiny,
pottebné k tvorbé rliznych aminokyselin v biosyntéze aminokyselin. Transaminaznim
kofaktorem téchto reakci je pyridoxal fosfat, ktery vznikd odvozenim z pyridoxinu, coz

je vitamin Be.

Uhlikaté skelety, na které se napojuji dusikaté baze, mohou pochézet z riznych
biochemickych d&ji. Prvni skupinou jsou pyruvat, 3-fosfoglycerat a fosfoenolpyruvat,
coz jsou meziprodukty glykolyzy. Dalsi skupinou jsou a-ketoglutarat a oxaloctat, které
maji pivod v citratovém cyklu, posledni dulezitou skupinou jsou riboza 5-fosfat a
erythroza 4-fosfat, jez jsou produkty pentdzo fosfatového cyklu. (Ribéreau-Gayon et al
2006 a) Nekteré z reakci jsou pomérné jednoduché (vznik asparatu a alaninu) a jejich

obecné vyjadrent je:
Oxalacetat + glutamat — asparat + a-ketoglutarat
Pyruvat + glutamat — alanin + a-ketoglutarat

Dalsi biosyntetické drahy jsou jiz komplikovangjsi a odpovidaji stejné slozitosti

jako ve vSech zivych organismech na svéte.

Biosyntéza aminokyselin se déli do Sesti zakladnich skupin, a to dle pivodu
uhlikatého skeletu. Toto zobrazuje: Tab. 2 Obecné drahy biosyntézy aminokyselin
(Ribéreau-Gayon et al 2006 a)
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Tab. 2 Obecné drahy biosyntézy aminokyselin (Ribéreau-Gayon et al 2006 a)

Obecna biosyntéza aminokyselin

Glutamin
1 a-ketoglutarat - Glutamat - Prolin
Arginin

Asparagin

Lysin

2 Oxalacetat > Asparat -
P Threonin -> Isoleucin

Methionin Homocystein

N AR

Cystathionin Cystein

3 3-fosfoglycerat - Serine - X
Glycin

4 Ribdza 5-fosfat - Histidin

Alanin
5 Pyruvat - Valin
Leucin

Fenlyalanin

Fosfoenolpyruvat,

Tyrosin
Erythrosa 4-fosfat 9 yros|

Tryptophan

Z a-ketoglutaratu vznika glutamat, ze kterého jsou nasledné formovény prolin,
glutamin a arginin. Asparagin, methionin, lysin, threonin a isoleucin jsou derivaty
asparatu, ktery vznikd z oxalacetatu. 3-fosfoglycerat vede k tvorbé serinu a nésledné
glycinu. Kondenzaci homocysteinu a serinu vznika cystathionin, ktery je prekurzorem
cysteinu. Pyruvat je zakladem syntézy alaninu, valinu a leucinu. Histidin, ktera je
formomovana z imidazolového cyklu, vznika z Riboza 5-fosfatu a adeninu za pomoci

ATP.

5.2.1 Biosyntéza aromatickych aminokyselin

Mezi aminokyseliny, které maji ve své struktufe aromatickou skupinu, patii
tryptophan, fenylalanin a tyrosin. Biosyntéza téchto aminokyselin patii mezi nejlépe
prozkoumané syntézy aminokyselin. S. cerevisiea je schopna si vSechny tii aromatické
aminokyseliny syntetizovat. Inhibitorem syntézy aromatickych aminokyselin je
glyfosfat (N-fosfometylglycin), ktery také byva vyuzivan jako herbicid a inhibitor ristu
mikrobialnich rostlin a zivo¢ichu. (Gerhard B. H. 1991)

Aminokyseliny fenylalanin, tyrosin a tryptophan pochazeji z erythrosy 4-fosfatu

a fosfoenolpyruvatu. Tyto dvé latky jsou pies Sikimatovou drahu a nasledné dveé
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biosyntetické vétve katalyzovany enzymatickymi reakcemi. Toto zobrazuje: Obr. 10

Biosyntéza aromatickych aminokyselin (Gerhard B. H. 1991)

......................................................

Obr. 10 Biosyntéza aromatickych aminokyselin (Gerhard B. H. 1991)

Tato biosyntetickd draha je konstantni pro vSechny eukaryotni a prokaryotni
organismy. Jak je vidét v Obr. 10, vznik aromatickych aminokyselin ma dvé zasadni
vétve. Ty rozde€luji vznik téchto aminoKyselin na vétev, kde vznika tryptophan, a vétev,
kde je syntetizovan fenylalanin s tyrosinem. Poslednim spole¢nym bodem vSech tii
kyselin je kyselina chorismova (CA). Biosyntéza tryptophanu z kyseliny chorismové
pokracuje v péti konstantnich krocich ve vSech typech organisml. Naproti tomu
biosyntéza fenylalaninu a tyrosinu existuje ve dvou nezavislych trasach. Fenylalanin
muze byt vytvafen bud z arogenete nebo z fenylpyruvatu a syntéza tyrosin miize
pochazet bud’ z aroganete, nebo z 4-hydroxy fenylypyruvatu. Ovsem pii vyzkumech S.
cerevisiea byly nalezeny pouze prekurzory fenylpyruvat a 4-hydroxy fenylpyruvat.
(Gerhard B. H. 1991)

Syntéza aromatickych aminokyselin je pro buniku velmi naro¢na. Co se tyka

spotifeby energie, tak na vytvofeni 1 mol tryptophanu je zapotiebi 78 mol ATP.
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Fenylalanin ma spotfebu 65 mol ku 1 a tyrosin 62 mol ku 1. V priméru jsou tyto
hodnoty pfiblizn¢ dvakrat vys$si nez u ostatnich aminokyselin. Také koncentrace
aromatickych aminokyselin v bufice je jednou z nejnizSich mezi aminokyselinami.
Biosyntéza aminokyselin v S. cerevisiea je fizena dvéma mechanismy. Prvnim je
regulace syntézy enzymtl, jez probihd regulaci genové exprese, a druhym mechanismem
je regulace enzymatické aktivity, jez je fizena uhlikovym pritokem. Na transkripéni
(v pfipadé S. cerevisiea) transkripéni aktivator GCN4. Tento protein je regulatorem
komplexni regulacni sit¢ a je znam také jako obecny aminokyselinovy kontrolor. Na
enzymatické trovni je uhlikovy pritok fizen hlavné modulaci enzymii v prvnim kroku
reakce a v misté vétveni reakce. Obecné plati, ze koncové produkty hlavnich drah slouzi
zaroven jako ¢idla pro pratok uhliku. (viz Obr. 10 Biosyntéza aromatickych
aminokyselin (Gerhard B. H. 1991)

Biosyntézu aromatickych aminokyselin také miizeme vyjadfit v krocich, kde se
na jednotlivych usecich podileji rizné enzymy, které jsou koédovany riznymi geny.
Prvnim stupném je tedy Sikimatova draha, jez je ovlivnéna sedmi enzymatickymi
reakcemi, které z fosfoenolpyruvatu a erythrosa 4-fosfatu vytvaii kyselinu chorismovou.
Jednotlivé kroky zobrazuje: Obr. 11 Sikimatova dréha v biosyntéze aromatickych
aminokyselin (Gerhard B. H. 1991)

Reaction Compound Enzyme designation Gene C';;?_:;O—
PEP + E4P
1 l DAHP synthase (EC 4.1.2.15) ARO3 v
ARO4 II
DAHP
2 L DHQ synthase (EC 4.6.1.3) AROIC v
DHQ
3 1 DHQ dehydratase (EC 4.2.1.10) AROIE v
DHS
4 l DHS dehydrogenase (EC 1.1.1.25) AROID v
Shikimate
5 1 Shikimate kinase (EC 2.7.1.71) AROIB v
Shikimate 3-phosphate
6 EPSP synthase (EC 2.5.1.19) AROIA v
EPSP
7 i) Chorismate synthase (EC 4.6.1.4) ARO2 VII
Chorismate

i
Phe, Tyr, Trp, ubiquinone,
p-aminobenzoate, vitamin K

Obr. 11 Sikimatova driha v biosyntéze aromatickych aminokyselin (Gerhard B. H. 1991)
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Kyselina chorismova slouzi také jako meziprodukt k formovani vitaminu K, p-

aminobenzeoatu a ubichinonu.

Dalsi Cast biosyntézy aromatickych aminokyselin je rozd€lena na formovani

tryptophanu Obr. 13 Biosyntéza tryptophanu Obr. 13 Biosyntéza tryptophanu (Gerhard

B. H. 1991) na jedné strané a fenylalaninu a tyrosinu Obr. 12 Biosyntéza fenylalaninu a

tyrosinu (Gerhard B. H. 1991) na strané druhé.

Reaction Compound Enzyme designation Gene Chromosome
Chorismate
8 1 Chorismate mutase (EC 5.4.99.5) ARO7 XVI
Prephenate
9 1 Prephenate dehydratase (EC 4.2.1.51) PHA2 XIv
Phenylpyruvate
10 d Phenylalanine aminotransferase
Phenylalanine
Chorismate
8
Prephenate
11 i) Prephenate dehydrogenase (EC 1.3.1.13) TYRI II
4-Hydroxyphenylpyruvate
12 ! Tyrosine aminotransferase
Tyrosine
Obr. 12 Biosyntéza fenylalaninu a tyrosinu (Gerhard B. H. 1991)
Reaction Compound Enzyme designation Gene Chromosome
Chorismate + glutamine
13 il Anthranilate synthase (EC 4.1.3.27) TRP2 v
(glutamine amidotransferase) TRP3C X1
Anthranilate + PRPP
14 ! Anthranilate phosphoribosyltransferase TRP4 v
(EC 2.4.2.18)
PRA
15 l PRA isomerase TRPI v
CDRP
16 l InGP synthase (EC 4.1.1.48) TRP3B XI
InGP + serine
17 i} Tryptophan synthase (EC 4.2.1.20) TRPS5 VII
Tryptophan

Obr. 13 Biosyntéza tryptophanu (Gerhard B. H. 1991)

Z Obrazka 11, 12 a 13 tedy vyplyva, ze stejné jako Ehrlichovy reakce, tak i

biosyntézu aminokyselin je mozné dostate¢né pochopit, pokud rozkryjeme systém

enzymatickych reakci, kde jsou jednotlivé enzymy kodovany konkrétnimi geny.
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5.3 Vylouceni vyssich alkoholi a kyselin z buiiky

Systém, kterym S. cerevisiea vylucuje vzniklé piiboudlinové alkoholy, neni
doposud piesn¢ popsan, nejsou totiz konkrétni data, kterd by prokazovala, ktery
membranovy transportér se na vylouceni podili. Je ovSem mozné, ze k vylouceni
vys$siho alkoholu dojde diky jednoduché pasivni difuzi, ktera v tomto ptipad¢ funguje
na zakladé¢ vodné oktanolového rozdé€lovaciho koeficientu. Naproti tomu systém
vylouceni ptiboudlinové kyseliny byl jiz ¢astetné prozkouman. Bylo prokazano, Ze na
vylouceni se podili alesponi jeden membranovy transportér. Exprese genu PDR12, ktery
koduje transportér zodpovédny za vylouceni slabych organickych aminokyselin
V potravinach (benzoat a sorbat), se vyrazné zvysuje Vumélych kulturdch, kde jsou
zdroji dusiku leucin, methionin a fenylalanin. Fenotypové analyzy pdrl2 4 jednozna¢né
potvrdily, Ze enzym pdr12p se podili na vylouceni pfiboudlinovych kyselin, které jsou
tvofeny katabolismem aminokyselin leucinu, isoleucinu, valinu, fenylalaninu a
tryptophanu. Zapojeni ATP zévislého transportéru odpovidd skutecnosti snizovéani
vynosu biomasy, kterd byla péstovana v umélych kulturach, s aminokyselinami jako
jedinym zdrojem dusiku, ktery poté vede Kk tvorb& jejich rozpojovacich Ccinidel.

(Moreno-Aurribas, Polo 2009 ; Hazelwood, at al, 2008)

Biosynthesis pathway

Ehrlich pathway Amino acid deficiency
Amino acid sufficiency

Deamination Decarboxylation Reduction -
|H Batip, BatZp, R Pdcip, Pdcsp, IF' Ath1-6p, Sfatp |
Aro8p, Arod Pdcép, Aroi0
H-C-NH, % Cc=0 et H-C=0 /T H-C-0H
| | i |
COOH COOH H
NH; CO, NADH NAD*
Amino acid a-Keto acid Aldehyde H ‘Fusel
Alcohol
Gapip|Bap2p, I N
Tatip, | Tat2p, NAD
Mup1pj Mup3 . . .
Y Glycolysis Oxidation
NAD(PJH ‘/ Ald1-6p
Transport t H 1 R
. |
Amino Sugars Acid C=0
acid |
Pdri2p OH
Acid

Obr. 14 Vznik vy$Sich alkoholi - Ehrlichova reakce + Biosyntéza aminokyselin. (Moreno-Arribas,
Polo 2009)
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5.4 Faktory ovliviiujici vznik vysSich alkoholi

Razné védecké prace se, surcitou mirou rozdilnosti, shoduji na faktu, ze na
vzniku vysSich alkoholi Vv alkoholickych napojich se podileji obé moznosti jejich
syntézy. Shoda také panuje v mnozstvi, které je jednotlivou drahou vytvofeno. Obecné
lze fici, ze veétsi mnozstvi vysSich alkoholti vznika diky biosyntéze aminokyselin a
Ehrlichovy reakce maji podil nizsi. Naptiklad (Michlovsky, 2014) uvadi, ze 75%
vysSich alkoholii pochazi z biosyntézy aminokyselin a pouze zbyvajici Ctvrtina je

z katabolismu aminokyselin.
Faktora, které ovliviiuji vznik vyssi alkoholt, je vétsi mnozstvi. Patii mezi n¢:

e Druh a kmen kvasinek

e Pocatecni obsahy cukr

e Fermentacni teplota

e pH mostu

e Obsah kvasinkami asimilovatelného dusiku (aminokyseliny a amonné ionty)
e Provzdusnéni a ptistup vzduchu béhem fermentace

e Uroven turbidity mostu

e Typ odridy, ze které je most vyroben

e Délka macerace rmutu

Pokud vezmeme naptiklad obsah asimilovatelného dusiku, konkrétné
aminokyselin, zjistime, Ze deficience aminokyselin béhem faze ristu kvasinek vede k
jejich syntéze z a-ketokyselin, které vznikaji derivaci cukri béhem glykolyzy.
V ptipad¢ nedostate¢ného mnozstvi dusiku pro tyto transaminacni reakce dochdzi
Kk ptebytku a-ketokyselin, které jsou nasledné vylu¢ovany (po dekarboxylaci a redukci)
jako vyssi alkoholy — biosynteticka draha. Naproti tomu v piipadé dostate¢ného
mnozstvi aminokyselin (kdy kvasinka nema potiebu aminokyseliny syntetizovat)
dochazi opét k piebytku a-ketokyselin a nékteré z nich jsou opét pfeménény na vyssi

alkoholy a vylouceny — Ehrlichova reakce. (Moreno-Arribas, Polo 2009)

Dalsim zkoumanym faktorem, ktery ovliviiuje vznik vyssich alkohold, je teplota.
Napiiklad ve studii (Yilmaztekin M. 2013, [on-line] [cit. 2016-04-06]) je porovnavano
mnozstvi vytvoreného aktivniho amyl alkoholu a isoamyl alkoholu v zavislosti na

teploté 15°C a 25°C. Pfi nizsi teplotd bylo naméfeno 19,2 mg I aktivniho amyl
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alkoholu a 12,4 mg | ! isoamyl alkoholu. Naproti tomu pii teploté 25°C bylo naméfeno
24,8 mg I aktivniho amyl alkoholu a 24,9 mg 1™ isoamyl alkoholu. Tyto hodnoty byly
maximalni pii nékolika méfenich. Produkce amyl alkoholt byla tedy jednoznaéné
ovlivnéna teplotou, a také bylo pozorovano, ze zmény teploty béhem fermentace vedly
ke zménadm vyslednych hodnot, coz vedlo k myslence, ze produkce amyl alkoholl je
citlivd na zmény teploty béhem fermentace. Naproti tomu nizsi teplota a zvyseni tlaku
CO, v médiu vedly ke snizeni produkce vyssich alkoholt. Tyto pokusy byly provadény
s kvasinkami Williopsis saturnus var. saturnus. Jak uvadi (Moreno-Arribas, Polo 2009),
uroven teploty ziejmé ovliviiuje aktivitu kvasinek a vyssi teplota mé za nésledek jejich
zvySenou aktivitu a poptavku po vyziveé (dusiku) a nasledné navyseni produkce vyssich

alkoholu.

Dal$im dilezitym faktorem pro vznik vysSSich alkoholid je provzdusnéni a
celkové piistup vzduchu béhem fermentace. Obecné se ma za to, ze pii urcitych
hladinach aerace dochazi k vys$si produkci ptiboudlinovych alkohol. Oproti tomu
fermentace bez ptistupu vzduchu vykazuje vyrazné nizké hodnoty vyssich alkoholt. Ve
studii (Yilmaztekin M. 2013, [on-line] [cit. 2016-04-06]) byly porovnavany mosty bez
pfistupu vzduchu a provzdus$néni, poloprovzdusnéné a vyrazné provzdusnéné mosty.
Nejvyssi hodnoty amyl alkoholi byly dosazeny v poloprovzdusnéné varianté, kdy se
jednalo, v piipadé aktivniho amyl alkoholu, 0 92,8 mg I a u isoamyl alkoholu bylo
dosaZeno 43,8 mg It Nizsich hodnot bylo dosazeno u vyrazné provzdusnéné varianty a
hodnoty byly naméfeny ve vrcholné fazi exponencialniho rtstu. Poté nasledoval pokles
ve stacionarni fazi. Toto bylo vysvétlovano vyuzitim vzniklych amyl alkoholii na reakci
esterifikace a nasledny vznik isoamyl acetatu. Tyto pokusy byly provadény s
kvasinkami Williopsis saturnus var. saturnus. V pokusech bylo prokazano, ze urcity
stupen provzdu$néni mostu vytvaii az pétkrat vyssi hladiny vyssich alkohold, nez moSty

fermentujici za anaerobnich podminek.

Produkce vysSich alkoholti v alkoholickych ndpojich je tedy pomérné dobie
ovlivnitelna. Na poc¢atku je potieba mit most, ktery obsahuje dostate¢né mnozstvi cukra
pro vyrobu energie, spravné poméry dusiku, vhodného k tvorbé potiebnych
aminokyselin a dal$i mineralni latky potfebné k Zivotu kvasinek. Ovlivnéni tvorby
vy$8ich alkoholll je pak do zna¢né miry zavislé na kmenu a druhu kvasinek a na

fermentacni kondici. Fermentaéni kondice se ovliviiuje jak kvalitou slozeni zdroje
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dusiku, tak hlavné teplotou a aeraci mostu pfi fermentaci. Tyto faktory poté zplisobuji
stimulaci ristu kvasinek, jez ma za nasledek, z provadénych pokust potvrzenou, vyssi

tvorbu vyssich alkoholi.

Naprosto zasadnim faktorem pii tvorbé vyssich alkoholi ve viné je kmen
kvasinek. V této problematice jsou dulezité jak jednotlivé kmeny, které mohou byt
pouzity K inokulaci mostu, tak jejich rizné mixy, které vytvareji celou fadu novych
skutecnosti. Vyzkumy druhti a kment kvasinek, ovliviujicich vznik riznych volatilnich
bylo prokazano, ze nékteré kmeny produkuji vyS$i mnozstvi alkoholli nez jiné —
napiiklad studie kvasinek kmenti Burgundsko, Jeréz, Montrachert. (Rankine 2006)
zkoumal nékolik konkrétnich kvasinek Saccharomyces a také nékolik ptirodnich druht
kvasinek a jejich vlivy na vznik vyssich alkoholt. Tato data zobrazuje: Obr. 15 Vznik
vyssich alkoholt (mg I') vlivem Saccharomyces kvasinek ve tiech druzich mogtu
(Lambrechts, Pretorius, 2000)

Pedro Ximinez Tokay Ugni blane
Yeast pH 3.3 pH 3.3 pH 342
n-PrOH i-BuOH AmOH* n-PrOH i-BuOH AmOH »-PrOH i-BuOH AmOH
S. fructum 20 11 140 107 9 142 52 8 145
S. cerevisiae a 16 23 95 41 14 126 21 15 125
S. chevalieri 12 39 207 26 30 256 10 34 280
S. cerevisiae b 56 21 151 170 9 151 92 9 264
S. oviformis 18 12 111 38 10 128 16 11 146
S. cerevisiae ¢ 13 41 259 25 38 270 14 31 257
S. cerevisiaed 13 22 171 24 18 216 18 15 173
S. bayanus 9 30 166 19 35 249 11 26 195

* AmOH = 1s0 + active amyl alcohol

Obr. 15 Vznik vysSich alkohold (mg I™) vlivem Saccharomyces kvasinek ve tiech druzich mostu
(Lambrechts, Pretorius, 2000)

Vyzkumy prokazaly, ze pii pouziti Cistych kultur riznych kment kvasinek
Sacchoromyses jsou koncentrace formovanych vyssich alkoholti vyrazné rozdilené, a
tedy vliv jednotlivych kmend ma zasadni vyznam. Naproti tomu pfi mixu ¢istych kultur
Sacchoromyses s kvasinkami vyskytujicimi se na hroznech révy vinné (jejichz
koncentrace byly ovSem nizké) nedochazi k vyraznym rozdilim v produkci vyssich
alkohold, oproti fermentaci €istymi kulturami. V dalSich pokusech (Giudici at al. 1990)

srovnaval produkce vysSich alkohold u sta riznych kment kvasinek. | tyto pokusy
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prokazaly, ze jednotlivé kmeny maji vyrazné¢ odlisné produkce vyssich alkohold. Diky
tomu mohou byt ¢lenény skupiny kment s vysokou produkci vyssich alkoholli a kmeny
s nizkou produkci vysSich alkoholl. Toto rozdéleni mize mit vyznam pro komercni
produkci kvasinek. Zajimavosti tohoto pokusu byla skute¢nost, Ze vyssi produkce 1-
propanolu souvisi s neschopnosti kvasinek produkovat H,S, coz miize mit opét vyznam

pii komer¢ni produkei riznych kment kvasinek. (Lambrechts, Pretorius, 2000)

Dalsi pokusy vlivu Cistych a mixovanych kultur kmend kvasinek na vznik
volatilnich latek (Herraiz et al. 1990) zahrnovaly kmeny K.apiculata, T. delbrueckii a S.
cerevisiea. Vyzkum spocival v porovnani vin, kdy pii fermentaci kvasinkami
K.apiculata, T. delbrueckii a dodate¢né inokulaci S. cerevisiea vina bez takovéto
inokulace vykazuji vyrazn¢ odlisné slozeni volatilnich latek oproti vinim, kdy
inokulace S. cerevisiea probéhla na Uplném pocatku fermentace. Obecné zavéry prace
vykazaly zavislé poméry isoamyl alkoholu k aktivnimu amyl alkoholu a isobutanolu
K propanolu. Vysledky také jasné prokazaly zasadni vliv apikulatnich kvasinek na
chemické slozeni vyslednych vin a také na jejich kvalitu. Tyto pokusy byly dale
rozvijeny a vysledkem bylo zjisténo, ze produkce vyssich alkoholl je az tiikrat vyssi ve
vinech fermentovanych mixem kvasinek Saccharomysec spp. a apikulatnich kvasinek,
oproti vinim fermentovanym c¢istymi kulturami apikulatnich kvasinek. Toto zobrazuje:
Obr. 16 Koncentrace vysSich alkoholi produkovanych riznym kvasinkami

(Lambrechts, Pretorius, 2000)

Pure culture wines* Mizxed culture wines”

A48 L22 T73 HAN KLO Ml M2 M3 M4 M5
Propanol 10.1 121 10.0 37 9.7 16.8 10.5 145 19.2 14.1
Isobutyl alcohol 620 447 355 98 18.0 724 689 787 600 87.6
Butanol 2.2 2.1 1.5 0.6 12 24 3. 2.6 3.6 36
Isoamyl alcohol 166 182 202 295 4.7 247 220 253 209 235
Hexanol 2.2 23 24 2:5 24 23 23 24 2.4 22
Phenethyl alcohol 192 260 380 123 7.00 395 338 440 346 281
Total 2617 2692 2894 584 830 3804 3385 3952 3288 370.6

A48 = S. cerevisiae A48 strain; L22 = S. cerevisiae 1.2226 strain; T73 = 5. bayanus T73 strain; HAN =
Hanseniaspora uvarum;, K1L.O = Kloeckera apiculata.
®M1 = 47.5% KLO + 47.5% HAN + 1% T73 +4% P48; M2 =47.55 KLO + 47.55 HAN + 1% T73 + 4% 12
M3 =5%KLO+ 5% HAN + 89% T73 + 1% A48; M4 = 5% KLLO + 5% HAN + 5% T73 + 85% 1L22; M5 =

KLO + 5% HAN + 90% 248.

27
5

o
°

Obr. 16 Koncentrace vysSich alkoholi produkovanych riznym kvasinkami (Lambrechts, Pretorius,
2000)
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6 Metody stanoveni vysSich alkoholi ve viné

Nejrozsifenéj§i metodou zjiStovani mnozstvi vysSich alkoholl ve viné je
chromatografie. Chromatografie je separa¢ni a soucasné analyticka fyzikalné chemicka
metoda pro separaci a analyzu smési latek, jejimz zakladnim principem je rozdélovani
slozek smési mezi mobilni a stacionarni fazi. (Chromatografie, [on-line] [cit. 2016-04-
17])

Chromatografické metody umoznuji separaci jednotlivych komponentt
zkoumané latky. Diky analytickému hledisku umi tyto metody zjistit nejenom jednotlivé
komponenty ve zkoumané latce, ale také jejich mnozstvi, jedna se tedy o kvantitativni a
kvalitativni analyzu. Chromatografické analyzy se zpravidla pouzivaji pro slozité smési
latek, které maji navzajem dosti podobné chemické a fyzikalni vlastnosti a které by se
jinymi metodami kvalitativné a kvantitativné analyzovaly jen velmi obtizné, pokud by

to viibec bylo mozné. (Chromatografie, [on-line] [cit. 2016-04-17])

Systém rozdéleni chromatografie uvadi: Tab. 3 Rozd¢leni chromatografie.

(Chromatografie, [on-line] [cit. 2016-04-17])

Tab. 3 Rozdéleni chromatografie. (Chromatografie, [on-line] [cit. 2016-04-17])

Rozdéleni chromatografie

Typ chromatografie Mobilni faze | Stacionarni faze Nazev Zkratka
. Plynova rozdélovaci
5 i Kapalina GLC
Plynova chromatografie p chromatografie
- GC- Gass Plyn ) -
chromatography Pevna latka Plynova adsrobcni GSC
chromatografie
Kapalinova rozdélovaci LLC
chromatografie
Kapalina Gelova permeacni GPC
chromatografie
Kapalinova Papirova chromatografie PC
chromatografie - LC - Kapalina Tenkovrstva chromatografie TLC
Liquid chromatography Kapalinova adsopéni Lsc
chromatografie
Pevna latka lontové vyménnd IEC
chromatografie
Tenkovrstva chromatografie TLC

Zasadnim rozdelenim u chromatografie je typ Mobilni faze (jak je vidét z Tab. 3)
V ptipadé, Ze je mobilni faze plynnd, jedna se o plynovou chromatografii. Pokud je
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mobilni faze kapalna, jedna se kapalnou chromatografii. Mobilni faze jako takova je ta,
kterd se Vsystému chromatografie pohybuje. Stacionarni faze v chromatografii je

pevnou casti a mize to byt pevna latka, nebo film kapaliny zakotveny na pevné latce.

6.1 Plynova chromatografie - GLC

Metoda plynova chromatografie se realizuje na piistroji Plynovy chromatograf.
Jako mobilni faze se pouziva plyn a jako staciondrni faze se pouzivéa kapalina zakotvena
na povrchu pevné latky. Plynovy chromatograf zobrazuje: Obr. 17 Schématicky nakres
plynového chromatografu (https://sk.wikipedia.org)

zosilnenie signalu

vzorka a spracovanie
regulator nastrek vzork
: Yy
prietoku a nosného plynu v {\ ?
I/ "
tr
chromatogram
detektor
\jednoiliv?ch zloziek
A termostat
"\ (vyhrievanie kolony)

L

\chromatografické kolona

nosny plyn
(hélium/dusik/vodik)

Obr. 17 Schématicky nakres plynového chromatografu (https://sk.wikipedia.org)

Prvni podstatnou ¢asti plynového chromatografu je nosny plyn, ktery slouzi jako
transportni médium pro analyzovanou latku. Ma tu vyhodu, Ze neinteraguje
s analyzovanou latkou, ani se stacionarni fazi, ¢imz se plynovy chromatograf 1isi od

kapalného chromatografu. Jako nosny plyn se pouzivaji He, Ar, N2, Hz, CO;

Nosny plyn se z talkové 1ahve dostava dal ptes regulator pratoku, ktery zajistuje

konstantni pratokovou rychlost nebo tlak daného transportniho média.

Dalsi c¢asti plynového chromatografu je nastfikovy port. Toto misto slouzi
K vpraveni analyzované latky na transportni médium. Analyzovana latka muze byt ve
forme plynné, nebo kapalné. Pokud se jedna o formu kapalnou, tak musi mit nastfikovy

port dostatecné€ vysokou teplotu, aby zménil skupenstvi analyzované latky z kapalné na
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plynnou. V tomto misté tedy analyzovana latka splyne S transportnim médiem a je jim

dale unéasena. Nastiikovy port mize byt bud’ ru¢ni, nebo automaticky.

vvvvvv

chromatografu. V soucasnosti se nejcastéji pouzivaji kapilarni kolony. Kapilara je
tvofena tavenym kiemenem, ktery je z vnéjsi strany potazen filmem polymeru — ten ma
za ukol chréanit kapilaru proti mechanickému poskozeni. Vnitini strana kapilary je
potazena kapalinovym filtrem. Ten mize byt z riznych latek, napftiklad:
polyetylenglykoly, polypropylenglykoly, polyeylenglykoladipaty, metylpolysiloxany,
tloustka tohoto filmu byva v rozmezi 0,2 az 0,25 um. Délka samotné kapilary byva
v rozmezi 10 — 100 m a pramér kapilary se pohybuje v rozmezi 0,1 — 1 mm. Podstatnym
udajem je latka, ze které je tvofen vnitini kapalinovy film, protoze na vlastnostech latky
(polarité) zavisi, které latky bude mozné analyzovat, tzn. rozd€lovat na jednotlivé

slozky.

Po separacni koloné nésleduje ¢ast detektor. Plynové chromatografy mohou mit
ruzné typy detektort. Volba detektoru zavisi na zplisobu aplikace a na cili analyzy.
Detektory se od sebe mohou lisit selektivitou citlivosti, mezi detekce. Mezi univerzalni
typy detektor patfi plamenové ionizaéni detektor (FID — flame ionization detector)
s mezi detekce az 102 g ml™. Dal§im vyznamnym typem je hmotnostni spektrometr,
ktery ma lepSi mez detekce, az 1073 g ml™, a navic je mozné jej pouzivat piimo pro

detekci latek.

Soucasti plynového chromatografu je také termostat, ktery je schopen udrzovat
teplotu dle pozadavku méfeni, tj. bud’ ji drzet konstantné, nebo v zavislosti na potiebé

teplotu ménit.

Vysledkem méfeni na plynovém chromatografu je chromatogram. Obr. 18
Ukazka chromatogramu. (Chromatografie, [on-line] [cit. 2016-04-17]) Jedna se v
podstaté o graf, kdy vodorovna osa zobrazuje ¢as a na svislé ose jsou zobrazeny
jednotlivé piky. Piky se na ose x zobrazuji v riznych rozestupech — dle typu latky,
kterou zobrazuji. Jsou rizné vysoké a maji rtiznou plochu. V idealnim ptipad€ ma;ji tvar
Gaussovy kfivky. Poloha piku na ose x uvadéna pomoci reten¢niho ¢asu (urceno podle
polohy vrcholu) urcuje, o jakou latku se jedna (kvalitativni analyza), plocha piku (nebo
jeho vyska) urcuje koncentraci latky ve smési (kvantitativni analyza). ldentifikace

jednotlivych pikl (tedy analyzovanych latek) se provede tak, ze na stejné separacni
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koloné je analyzovand latka, ktera je pfedem pfipravend, jednd se o tzv. standardni
smés. Poté se jednotlivé piky porovnadvaji u obou analyz. Shodné latky se tedy shoduji

vV umisténi pikd na vodorovné ose. (Chromatografie, [on-line] [cit. 2016-04-17])

2 4 6 8 min

Obr. 18 Ukdzka chromatogramu. (Chromatografie, [on-line] [cit. 2016-04-17])
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7 Shrnuti

Vznik vyssich alkoholt ve viné

Tato bakalarska prace méla za cil prozkoumat vyssi alkoholy, mechanismus
jejich vzniku a faktory, které tyto procesy ovliviiuji. V praci je tedy obsazen seznam
nejvyznamnéj$ich vyssich alkohol ve viné spolu s jejich fyzikaln¢ chemickymi

vlastnostmi a vlivem na organoleptické vlastnosti vina.

Hlavni casti prace je ovSem vznik téchto alkoholid ve viné. Prace podrobné
rozebira ob¢ cesty tvorby vyssich alkoholt. Prvni cestou je katabolismus aminokyselin,
znamy pod terminem Ehrlichovy reakce, druhou cestou tvorby vysSich alkohold je

biosyntéza aminokyselin. Ob¢& dvé cesty se protinaji na bodé a-keto kyselin.

Podstatou k pochopeni tvorby vyssich alkoholl je rozkryti systému obou typi
reakci. Jedna se o enzymatické reakce, které jsou vyznamné zavislé na genech, které
koéduji tvorbu jednotlivych enzymt. Tedy, mimo genetickou vybavu jednotlivych
kment kvasinek je pro vznik vyssich alkoholt dilezité také zasobeni mostu dusikem — a
jeho formy, aerace mostu, teplota fermentace a dalsi faktory, které ovliviiuji kondici

fermentace.

Klic¢ova slova: vyssi alkoholy, Ehrlichovy reakce, biosyntéza aminokyselin, isoamyl

alkohol, aktivni amyl alkohol, a-keto kyseliny.

Resume
The formation of higher alcohols in wine

The aim of this bachelor thesis is to investigate higher alcohols, mechanism of their
formation and also factors, which have influence on formation processes. The presented
thesis contains a list of the most significant higher alcohols present in wine together
with their physical and chemical properties and their effect on organoleptic wine

characteristics.

The main part of this thesis focuses on the origin of those higher alcohols in
wine. Thesis analyses in detail both possibilities of higher alcohols formation. First
possibility is represented by catabolism of amino acids, also known as the Ehrlich’s
pathways. Second possibility is represented by biosynthesis of amino acids. Both

mentioned processes intersect at point of the a-keto acids.
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For understanding the formation of higher alcohols is essential to reveal the
system of both reaction types. The issue is that those enzymatic reactions are
significantly dependent on genomes encrypting the formation of individual enzymes.
For the formation of higher alcohols is important, except for the genetic equipment of
yeast cell strains, to supply must with nitrogen. The condition of fermentation is then
influenced by forms of nitrogen, must aeration, fermentation temperature and other

factors

Keywords: higher alcohols; Ehrlich’s pathways; biosynthesis of amino acids;

isoamyl alcohol, active amyl alcohol; a-keto acids
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8 Zavér

Vyssi alkoholy, jako zasadni volatilni latky ve vin€, maji pomérné komplikovany
systém tvorby, a to hlavné ve vztahu K jejich vzniklému mnozstvi. Jednotlivé faktory a
jejich kombinace davaji moznost vzniku velkych pocti vyslednych kombinaci vyssich
alkoholl — jak druhy, tak jednotliva mnozstvi. Vyssi alkoholy jako takové jsou pro vino
pozitivni spiSe v menSim mnozstvi, kde ptispivaji hlavné ke komplexni chuti a ptipadné
k podpoie aromatu vina. Jejich vyssi objem ve viné je nezadouci a vede k znehodnoceni
produktu. Zasadnimi faktory vzniku vyssich alkoholt je kmen kvasinek a jejich mix,

obsah asimilovatelného dusiku v mostu, teplota, pH, aerace, odriida Révy vinné.

Co se tyka komercniho vyuziti prace s vys$simi alkoholy, tak vysledné poznatky
opét spiSe ukazuji na nutnost obezietnosti v mnozstvi vyssich alkoholl, které vznika.
Snaha o dosazeni pfiméfeného mnozstvi je dobie odhadnutelna pii dodrZeni systémi
prace s jednotlivymi faktory, tj. prace s kmeny kvasinek a jejich mix, teplota
fermentace, kdy pfili§ vysoké teploty, které podporuji vznik vyssich alkoholl, jsou
obecné pro vino nevhodné. Pistup vzduchu ke kvasicimu médiu také podporuje vznik
vysSich alkoholl, ale obecné vysoky piistup vzduchu neni pro obdobi fermentace
vhodny. Jak bylo uvedeno vyse, zdsadnim faktorem je obsah a slozeni YAN, kdy
predfermentacni rozbory mohou vyznamné ovlivnit nejen samotné vino jako celek, ale i
zde je velmi dalezity vliv na tvorbu vyssich alkohold. SloZzeni YAN je také podstatné
pro formu, kterou vyssi alkoholy vzniknou, tedy jestli budou tvofeny katabolismem
nebo anabolismem aminokyselin. OvSem pro vysledny vznikly vyssi alkohol neni typ

drahy podstatny.

Vysledkem je tedy skuteCnost, Ze tvorba vysSich alkohold je z enologického
hlediska naro¢na disciplina, kterd vyzaduje cit a zkuSenosti technologa, ktery se nauci
pozorovat a poznavat jednotlivé kombinace faktorti ovliviiujici vznik vyssich alkoholu

ve vztahu k pozadovanému vyslednému produktu.
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